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 海洋生物毒の代表例としては、麻痺性貝毒 (saxitoxin, STX, 1, Figure 1-A)、下痢性貝毒 
(okadaic acid, OA)、記憶喪失性貝毒 (domoic acid, DA)、フグ毒 (tetrodotoxin, TTX, 9, 
Figure 2)、シガテラ毒 (ciguatoxin, CTX)、神経性貝毒 (brevetoxin) などが知られている。
なかでも、電位依存性ナトリウムチャネルを特異的に阻害する STX[1]、TTX[2]は、喫食によ
って致死性の食中毒を引き起こすため、食品衛生上の問題となることが多い。 
 STX と 60 種近くの類縁体は、麻痺性貝毒 (Paralytic shellfish toxins, PSTs) として知ら









毒化経路は未だ分かっていない。また、一部のフグでは、TTX と PSTs の両方を含有して
いることが報告されている[11]。近年、TTX は、ニュージーランドやヨーロッパ各国におい
て、ミナミチドリマスオガイ (Paphies australis)[12]、ヨーロッパイガイ (Mytilus edulis)[13]、
マガキ (Crassostrea gigas)[14]等の二枚貝中から微量に検出されることが報告されている。
EFSA (欧州食品安全機関) は、ヒトに対する有害な影響を及ぼさない量として、44 µg TTX
当量/kg (138 nmol/kg) をしきい値としている[15]。EFSA の報告書に基づき、二枚貝におけ
る TTX について、現在ヨーロッパ各国で実態把握を目的とした研究が進められている[16-
21]。日本の二枚貝では、1993 年に児玉らが PSTs で高毒化したホタテガイ (Patinopecten 
yessoensis) の中腸腺において、同時に TTX（40 MU/g、約 8 µg/g に相当）を検出した例
のみが知られている[22,23]。 






hydroxy STX, M toxins, Figure 1-B) の存在が挙げられ[34-38]、未だ日本の貝類からの検出例
は発表されていない。 
そこで、本博士論文研究では、先行研究[26-29]を参考とし、LC-MS/MS を用いた PSTs お
よび TTX の測定条件を確立した後、二枚貝中の PSTs と TTX のモニタリングを行い、含
有量や組成比のデータから TTX の起源について考察することを目的とした。また、我が国
の貝類で PSTs の代謝物とされる M toxin 類を探索し、単離・構造解析を行った。 
 
第一章では、HILIC-LC-MS/MS を用い、ホタテガイ (P. yessoensis) の中腸腺中の PSTs
および TTX のモニタリングを行った。また、人体に影響が無いレベルで検出した低濃度
TTX に関して、精密質量が測定可能である TOF-MS で測定することで同定した。 
 
第二章では、毒化したホタテガイ (P. yessoensis) より、Ｍ toxin 類の単離・構造決定を
行い、天然界より初めて hemiaminal 型の構造を有する STX 類縁体を発見した。また、単
離した M toxin 類を用いて、他の M toxin を化学誘導し、それぞれがホタテガイ中に存在す












Figure 1. The structures of PSTs. (A) Saxitoxin (STX, 1) and its analogues. (B) Possible 
metabolites of PSTs (M toxins, 2-7) and a synthetic analogue (FD-STX, 8)[39]. 
 
   
 
 
Figure 2. The structures of tetrodotoxin (TTX, 9) and its analogues. 
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第一章 HILIC-LC-MS を用いたホタテガイの中腸腺中の PSTs および TTX の分析 





1-1. HILIC-LC-MS による毒化ホタテガイの分析 
 有毒渦鞭毛藻 Alexandrium 属によって毒化したホタテガイ (P. yessoensis) の中腸腺を、
HILIC-LC-MS/MS で分析したところ、C1、C2、GTX1～5、dcSTX、TTX、4-epiTTX、4,9-
anhydroTTX を検出した。また、複数の SRM (Selected Reaction Monitoring) 条件におい
て、標準品で同定出来ない 3 種の未知の PST を検出した (Figure 3, ピーク＊1, ＊2, ＊3)。
これら 3 種類の未知成分の同定については、第二章に記載した。 
 
1-2. TTX の同定 
サンプル中の TTX は、高分解能（HR）LC-MS/MS を使用して確認した (Figure 4) 。
2017 年 8 月に採取したホタテガイの中腸腺において、プレカーサーイオン [M+H]+ m/z 
320.0863 (calcd. for C11H18N3O8 m/z 320.1088)より、プロダクトイオン [M-H2O+H]+ m/z 
302.0957 (calcd. for C11H16N3O7 m/z 302.0983) および m/z 162.0681 (calcd. for C8H8N3O, 
2-aminohydroxyquinazoline, m/z 162.0662)[28]を検出した。同時に測定した TTX 標準品の
プロダクトイオンは、[M-H2O+H]+ m/z  302.0939 および m/z 162.0637 であり、サンプ
ル中の TTX の同定を支持するものであった。 
Turner らは、英国周辺で採取した二枚貝中より TTX および 4,9-anhydoroTTX、4-epiTTX
の他、5, 6, 11-trideoxyTTX の検出を報告しているが[13]、今回の我々のサンプルでは、TTX
以外の類縁体は LOD（limit of detection, < 20 µg/kg）以下であった。 
 
1-3. 経時変化 
 2017 年４月から 12 月にかけて、東日本の同じ地点から収集したホタテガイの中腸腺に
おける PSTs および TTX の組成比や濃度変化を Figure 5 にまとめた。ホタテガイを採取し
た地域では、渦鞭毛藻 A. catenella (Group I) (旧 A. tamarense) が 2017 年 1 月 5 日から 7
月 4 日の間に発生し（> 10 cells/L）、次に同じく渦鞭毛藻類である A. pacificum（Group Ⅳ） 
(旧 A. catenella) が 7 月 25 日から 10 月 16 日に発生した。ホタテガイ中腸腺における PSTs
の最高濃度（C1～C2、GTX1～4 の合計）は 5 月 23 日に 182 µmol/kg (74,030 µg/kg, 300 
MU/g に相当)、TTX の最高濃度は 8 月 22 日に 421 nmol/kg (134 µg/kg) であった。Turner
らは、英国周辺の二枚貝中の TTX 濃度が夏に増加することを報告しており[13]、今回の結果
と一致している。一方で、児玉らは、A. catenella (Group I) のブルームにより、ホタテガイ
の中腸腺において PSTs と TTX が同時に最高濃度を迎えると報告している[22]。我々は、
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2018 年や 2019 年にも同様のモニタリングを行い、ホタテガイ中の PSTs と TTX の最高濃
度を迎える時期が一致しないことを確認しており、PSTs と TTX の毒化原因生物が異なる
可能性を示唆するデータが得られている。 
また、TTX は、ホタテガイの中腸腺以外の組織では検出されなかった（< 0.4 µg/kg）。重
量比より計算した、中腸腺を含む全可食部中の TTX の最大濃度は 23 nmol/kg (7.3 µg/kg)
であった。この値は、EFSA がヒトに対する有害な影響を及ぼさない量として提唱している
44 µg TTX 当量/kg (138 nmol/kg) のしきい値[15]よりも低いものである。また、本研究で
は、ホタテガイにおいて PSTs の濃度が TTX の濃度よりも非常に高いことを確認し、PSTs
が現在我が国の公定法である MBA 法によって厳格に管理されている限り、ホタテガイの消
費による TTX 中毒のリスクは極めて低いものだと考えられた。 
 
 
 Figure 3. HILIC-MS/MS chromatograms for PSTs and TTX in the scallop collected on 





 Ⅰ                  Ⅱ 
Figure 4. Identification of TTX using HR-LC-MS and HR-LC-MS/MS: Extracted Ion 
Chromatogram of standard TTX (Ⅰ-A), and that of scallops (Ⅰ-B), with their MS/MS 
spectra (Ⅱ-A, Ⅱ-B). 
 
 
Figure 5. Chronological analysis of PSTs and TTX in the extract from hepatopancreas of 
scallops collected in 2017.  
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第二章 麻痺性貝毒の代謝物 (M toxin) の探索および単離・構造解析 
第一章でホタテガイより検出した 3 種の未知化合物 (Figure 3, ＊1、＊2、＊3) は、麻痺
性貝毒の減衰時期のサンプルを測定した際のクロマトグラムにおいて Peak area が上昇す
ることから、麻痺性貝毒の代謝物 (M toxin) と考えられた。M toxin は、11-hydroxy タイ
プの PSTs 類縁体であり、Dell’Aversano によって M1 (2)～M4 が単離、構造決定された
[34]。さらに、Quilliam らによって M5 (4)～M12 の存在が示されたが、これらの化合物は
NMR のデータなしに構造が示された[37]。 
そこで、本研究ではホタテガイより検出した 3 種の未知化合物 について、先行研究[34-35]
より M1 (2)、M3 (3)、M5 (4)と推定し、単離・構造解析することとした。また、単離した
化合物の N-SO3Ｈを加水分解して、他の M toxin へと変換し、ホタテガイ中に含有するか
どうかを調べた。 
 
2-1. M toxin 類の構造解析 
  ホタテガイ (P. yessoensis) の中腸腺を希塩酸で加熱抽出し、HILIC-LC-MS で追跡しな
がら、活性炭や弱酸性陽イオン交換カラム、ゲルろ過カラム、HILIC カラムを用いてＭトキ
シン類を精製した。3 種の未知化合物の分子式は、ESI-TOF-MS より、2 種が C10H18N7O8S+ 
(calcd. m/z 396.0932)で、1 種が C10H18N7O9S+ (calcd. m/z 412.1088)と推定した。 
得られた 3 種の化合物を各種 NMR スペクトル測定に供し、構造解析を行った。1H NMR
スペクトルから、それぞれの重量は、5 µg、15 µg、15 µg と推定した。2 種は、先行研究[34]
のケミカルシフトと比較し、それぞれ既知化合物の M1 (2) および M3 (3)であることがわ
かった。残りの 1 種は、M3 (3) に類似のケミカルシフトを示したが、H-4 のシグナルが存
在し、M5 (4)[37]が疑われたが、分子量が異なっていた。さらに、C-12/H-10αの HMBC 相
関 (Figure 6)で示された C-12 の化学シフトが 84.6 ppm であり、4 の C-12 の抱水ケトンと
は異なることを示され、hemiaminal 炭素であることが示唆された。また、Figure 6 に示し
た NOE 相関から C-4 の立体化学は STX と異なることが示された。そこで、長澤らが報告
した STX の合成類縁体である FD-STX (8, Figure 7) [39] のケミカルシフトと比較し、未知
化合物の C-12 は hemiaminal 炭素であることを確認した。また、本化合物の 10-CH2 は、
CD3COOD-D2O (4:96, v/v) 中において、20℃で 66 時間 NMR を測定した後、H-10α, H-
10βが D 化していたことから、C-11 が抱水ケトンであることを示した。これらの解析よ
り、本化合物は、Figure 6 に示した構造をもつことが示唆され、M5-hemiaminal (M5-HA)(6)
と名付けた。 
 
2-2. M toxin 類の N-SO3H 加水分解反応 
得られた M5-HA (6) は、天然の STX 類縁体において初めての hemiaminal 型の化合物
であった。一方で、Quilliam らは、M5 (4)の N-SO3H の脱硫酸型の化合物を M6 (5) とし
て記載している[37]。そこで、単離した M5-HA (6) を渡邊らの方法[40]により N-SO3Ｈを加
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水分解し、M6-HA (7)へと変換した (Scheme 1a)。また、M1 (2) および M3 (3)も同様の
方法で加水分解を行い、M2、M4 へとそれぞれ化学誘導した (Scheme 1b, c)。毒化ホタテ
ガイの希酢酸および希塩酸抽出液と、化学誘導した M2、M4、M6-HA (7) を HILIC-LC-
MS で分析し、保持時間及び MS/MS フラグメントパターンを比較した。その結果、いずれ
のホタテガイ抽出液においても、M2、M4、M6-HA (7) が検出された。M6-HA (7)は、希
塩酸による加熱抽出時に M5-HA (6) から変換するとも考えられるが、本実験において酢酸
抽出物からも 7 を検出したことから、貝類中で M5-HA (6)から M6-HA (7) への代謝経路
が存在すると考察した。 
 
2-3. M1 (2), M3 (3)の変換実験 
 Che らは、麻痺性貝毒に毒化したムラサキイガイから、M1 (2) や M2、M3 (3)、GTX5
を含有する抽出液を得た後、20℃, pH 5.0 でインキュベート実験を行い、M1 (2) が減少し、
M3 (3) と M5 (4) が増加すると報告した[38]。また、Quilliam らも、37℃, pH 8.5 の条件下
で M1 (2) をインキュベートすることで、M3 (3) と M5 (4) に変換すると報告した[37]。こ
れらの結果は、M5 (4) が貝類の体内において非酵素的に M1 (2)などから化学変換で生成
することを説明するものである。我々は、今回新たに構造決定した M5-HA (6)についても、
同様の反応で生成するのかどうかを調べ、彼らの結果を検証する必要があると考えた。 
そこで、単離した M1 (2) と M3 (3) を用い、M5-HA (6) に変換するのか、インキュベ
ート実験を行った。Che ら[38]と同一の条件下で M1 (2)の 32 日間のインキュベートを行っ
たところ、Che らの報告と同じく M1 (2) から M3 (3) へと変換した。しかし、M1 (2) お
よび M3 (3) から、M5 (4) や M5-HA (6) への変換は確認出来ず、Che らや Quilliam らと
は異なる結果が得られた。これらの結果より、A. catenella (GroupⅠ) から C2 が貝の体内
に取り込まれた後において、M1 (2) から M3 (3) への変換は非酵素的であるが、M1 (2) か
ら M5-HA (6) への変換と M5-HA (6) から M6-HA (7) への変換は酵素的反応であると考
察した (Figure 8)。 
  
Figure 6. The structure of M5-HA (6) and observed key HMBC correlations and NOEs.  
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Figure 7. The structures of M5-HA (6), M6-HA (7), and FD-STX (8) 
  
 









Figure 8. Proposed metabolic pathway from C2 to M1 (2), M3 (3) and M5-HA (6) in 






本論文では、化学的手法を用いてホタテガイ中の PSTs および TTX を測定、同定するこ
とにより、毒化や代謝の解明を目指した。 
第一章では、HILIC-LC-MS による分析を行い、二枚貝中の PSTs と TTX の組成比や濃
度の季節変動に関するデータを得た。また、海洋における TTX 供給源が、渦鞭毛藻
Alexandrium catenella (Group I)ではない可能性が示された[41]。 
第二章では、麻痺性貝毒の代謝物とされている M toxin の探索および単離・構造決定を
行い、天然物として初めて hemiaminal 構造を有する STX 類縁体 M5-HA (6) を同定し
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